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Abstract:  Accumulation  of  methylglyoxal  (MG)  arising  from  downregulation  of  its  primary 
degrading enzyme glyoxalase‐1  (Glo1)  is an underlying cause of diabetic cardiomyopathy  (DC). 
This study investigated if expressing Glo1 in rat hearts shortly after the onset of Type 1 diabetes 
mellitus (T1DM) would blunt the development of DC employing the streptozotocin‐induced T1DM 
rat  model,  an  adeno‐associated  virus  containing  Glo1  driven  by  the  endothelin‐1  promoter 





had  lower  Glo1  and  GSH  levels,  elevated  carbonyl/oxidative  stress,  microvascular  leakage, 
inflammation, and fibrosis. A single injection of AAV2/9 Endo‐Glo1 (1.7×1012 viron particles/kg) one 
week after onset of T1DM, potentiated GSH, and blunted MG accumulation, carbonyl/oxidative 
stress, microvascular  leakage,  inflammation,  fibrosis,  and  impairments  in  cardiac  and myocyte 
functions that develop after eight weeks of T1DM. These new data indicate that preventing Glo1 
downregulation by administering AAV2/9‐Endo‐Glo1  to rats one week after  the onset of T1DM, 
blunted  the DC  that  develops  after  eight weeks  of  diabetes  by  attenuating  carbonyl/oxidative 
stresses, microvascular leakage, inflammation, and fibrosis. 
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1. Introduction 





in miRNA  composition have been  identified as  contributing  causes of both diastolic and  systolic 
dysfunctions  [2–13]. Data  from  several  recent  studies  suggest  that  the  accumulation  of  the  toxic 
glycolytic metabolic methylglyoxal (MG) may be an elusive cue that is responsible for the diverse 
pathobiologies seen in DC [14–18]. 
In  healthy  cells,  about  0.1%  of  the  glucotriose  flux  is  converted  into  MG  during  the 





and GSH. Expression of Glo1  is  regulated by  the antioxidant  transcription  factor, nuclear  factor 
erythroid 2‐related factor 2 (Nrf‐2) [19,22]. 
In an earlier study, we showed  that addition of MG  to  freshly  isolated ventricular myocytes 













in  fractional  shortening  and  ejection  fraction,  and  that  these  protections  were  due  in  part  to 
improvements in coronary microvascular endothelial function and attenuation in carbonyl stress [15]. 
Others have also  reported  that  treatment with small molecule activators of Nrf2  to  increase Glo1 
expression also protected against DC [26]. Whether expressing Glo1, using gene transfer strategies 
after the onset of T1DM, would also blunt the development of DC has not yet been determined. 
Adeno‐associated viruses  (AAV) are  increasingly being used as safe and effective vectors  for 
delivering genes to target cells for therapeutic gains [27–29]. Cardiac targeting can also be attained 
by  using  engineered  AAV  serotype  with  a  select  capsid  and  gene  promoters  [30,31].  Since 
inflammation is upregulated during T1DM, we created an AAV serotype 2 with capsid 9 driven by 














donkey  anti‐goat  IgG  coupled  to  Alexa  594  were  obtained  from  Invitrogen  Life  Technologies 
(Carlsbad,  CA, USA);  Fluoroshield with DAP1,  bovine  serum  albumin  labeled with  fluorescein 
isothiocyanate  (BSA‐FITC), and  the Trichrome  (Masson)  staining kit  (Cat# HT15‐1KT) were  from 
Sigma‐Aldrich, St Louis MO. Primers (TNF‐, sense, ATGAGCACTGAAAGCATGAT and antisense, 
CTCTTGATGGCAGAGAGGAG  and  ‐actin,  sense, CGTAAAGACCTCTATGCCA  and  antisense 
AGCCATGCCAAATGTCTCAT) were from Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA). The 
reduced and oxidized glutathione assay kit was from Oxis Research (Portland, OR, USA). The total 








Animal  procedures were  approved  by  the  Institutional  Animal  Care  and  Use  Committee, 
University of Nebraska Medical Center  (IACUC #02‐077‐11 and #15‐117‐12‐FC). Seven‐weeks old 
male Sprague‐Dawley rats were administered a single intravenous injection of streptozotocin (STZ, 
40–45 mg/kg,  in 0.1 mL  in citrate buffer pH 4.5)  [17,18,24] to  induce T1DM. Seven days after STZ 
injection, blood glucose levels were measured using an Accu Chek glucose stick (Roche Molecular 




















(b)  Tissue Doppler  was  used  to  assess  early‐diastolic  tissue  relaxation  velocity  (e’)  and  to 
calculate the E/e′ ratio. 
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(c) M‐mode Doppler in the parasternal long axis view was used to assess left ventricular (LV) 













(b)  Evoked  Ca2+  transients:  Ventricular myocytes were  loaded with  Fluo‐3  AM  (5  μM)  as 























glass  slides,  de‐paraffinized,  rehydrated  and  fibrosis was  assessed  using  the Masson  Trichrome 
staining kit as per the manufacturer’s instructions. A Zeiss ApoTome inverted microscope was used 
to assess fibrotic staining with a 10× lens. 
(c)  Immunofluorescence:  Immuno‐fluorescence  assays  were  performed  on  5  μm  paraffin 
sections to determine ventricular  levels of MG‐H1 (MG‐hydro‐imidazolone  isomer 1) and Glo1 as 
described earlier [24]. Calponin‐related protein (SM22), a marker of contractile smooth muscle cells 






























Methylglyoxal  (MG)  levels  in  sera  and  ventricular  tissues  were  determined  using  the 
derivatization protocol originally described by Nemet et al., and modified and used by several labs 











commercial  kit  according  to  the  manufacturer’s  protocol  (Oxis  Research,  Portland,  OR).  γ‐
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3. Results 
3.1. General Characteristic of Animals 





injection,  reversed  increases  in  blood  glucose,  %  glycated  hemoglobin  and  loss  in  body  mass 
indicating that these changes were not due to STZ toxicity [43,44]. Administration of AAV2/9‐Endo‐
Glo1 one week after STZ injection, blunted reductions in body mass but not glucose or % glycated 
hemoglobin  levels.  Administration  of  the  non‐specific  AAV2/9‐Endo‐eGFP  one week  after  STZ 
injection, did not blunt body mass loss or attenuated blood glucose, plasma insulin, and % glycated 



































































(a) Conventional  echocardiography: There were no  significant  changes  in  either diastolic or 
systolic  functions one week  after STZ‐injection  (data not  shown). However,  after  eight weeks of 
T1DM,  rats  developed  a DC  characterized  by  grade  1  diastolic  dysfunction with  the  E:A  ratio 












AAV2/9‐Endo‐eGFP‐treated  Con,  T1DM,  AAV2/9‐Endo‐eGFP‐treated  T1DM,  and  AAV2/9‐Endo‐
Glo1‐treated DM  rats. The  table  below  shows mean  ±  S.E.M  for peak  flow velocity during  early 
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diastole (E), peak flow velocity during atrial contraction (A), E: A ratio, IVRT, and E:e’. (B) shows 
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3.3. Myocyte Function 
(a) Evoked contractile kinetics: Eight weeks after STZ injection, evoked myocyte contraction and 
lengthening velocities were  reduced by 33%  (p < 0.05)  compared  to  the  controls  (Figure 3, Table 
below). The  extent  of myocyte  shortening was  also  reduced  25%.  Intravenous  administration  of 
AAV2/9‐Endo‐Glo1 but not AAV/29‐Endo‐eGFP one week after STZ injection blunted impairments 
in myocyte contractile kinetics and cell shortening seen at eight weeks.  Injecting control rats with 




T1DM  and  T1DM‐treated  hearts.  Images  above  are  representative  evoked  contraction/relation 







controls  (see Figure 4 and Table below). Mean Ca2+  transient decay  time was also doubled  in  the 
ventricular eight weeks after STZ injection (see Figure 4, Table below). Injecting rats with AAV2/9‐
Endo‐Glo1,  one week  after  STZ  administration,  blunted  impairments  in myocytes  evoked  Ca2+ 
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the control, T1DM, and T1DM‐treated hearts.  Images above are representative  line Ca2+  transients 







was  seen  throughout  the  coronary  vascular  network.  Larger  vessels  exhibited  higher  BSA‐FITC 
fluorescence  compared  to  the  smaller  vessels  (see  Figure  5A,  upper  rows,  inset white  arrows), 
consistent with more BSA‐FITC within. Injecting control rats with AAV2/9‐eGFP had minimal impact 
of the pattern on BSA‐FITC distribution in the heart (10× frames, see Figure 5A). In hearts from eight 
weeks T1DM  rats,  the pattern of BSA‐FITC  fluorescence was  significantly different  from  that  of 
control animals. At a first glance, the BSA‐FITC was seen as “blobs or halos” and not confined to a 

















image = 50 μm.  (B), shows representative 10× sections showing Masson Trichrome staining  in  left 
ventricular  sections  (apex)  from  control, AAV2/9‐Endo‐eGFP‐treated Con,  T1DM, AAV2/9‐Endo‐
eGFP‐treated T1DM and AAV2/9‐Endo‐Glo1‐treated DM rats. Graph below is mean ± S.E.M from n > 
Antioxidants 2020, 9, 592  12  of  22 
20 sections from n = 4–5 male rats. * denote significantly different from the control (p < 0.05), # denote 
significantly different from T1DM (p < 0.05). White bar at bottom of each image = 50 μm. 
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Figure  6. Glo1  levels  in ventricular  tissues.  (A)  shows  immuno‐fluorescence  staining  for Glo1  in 
myocytes  and  cSMCs  from  the  control, T1DM, AAV2/9‐Endo‐eGFP‐treated T1DM,  and AAV2/9‐
Endo‐Glo1‐treated DM  rats. White  arrow  emphasizes  the  diffuse  staining  associated with  eGFP 
expression. Graphs in (B) and (C) are mean ± S.E.M. for n ≥ 30 sections obtained from N = 4–6 animals 
per group. (D) shows an autoradiogram for Glo1 protein in hearts from the control, AAV2/9‐Endo‐










(see  Table  1  and  Figure  6D).  Injecting  control  rats  with  AAV2/‐Endo‐eGFP  had  no  effects  on 
ventricular Glo1 activity or protein expression (Table 1 and Figure 6D). 
Eight weeks after STZ injection, MG‐H1 levels in myocytes and cSMCs increased by 4.3‐ and 3.5‐






Antioxidants 2020, 9, 592  14  of  22 
 
 







H1  in ventricular homogenates  (E)  from  the control, AAV2/9‐ T1DM, AAV2/9‐Endo‐eGFP‐treated 
T1DM, and AAV2/9‐Endo‐Glo1‐treated T1DM rats. Bar chart graph in Panel F is mean ± S.E.M from 
ventricular homogenates from n = 3–5 rats done in duplicates. * denote significantly different from 
the control  (p < 0.05), # denote significantly different  from T1DM  (p < 0.05). Bar at bottom of each 
image = 50 μm. 
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Figure 8: ROS and inflammation in ventricular myocytes. (A) shows representative Mitotracker Green 
(mitochondria)  and MitoSox™  (ROS)  fluorescence  images  in  freshly  isolated myocytes  from  the 
control, T1DM, and AAV2/9‐Endo‐Glo1‐treated T1DM  rat hearts. Graph below  (B)  is  the mean  ± 
S.E.M from >30 myocytes obtained from n = 5 animals. White bar = 50 μm. (C) shows TNF‐ mRNA 
levels  in  left  ventricular  tissues  from  the  control,  T1DM,  and  AAV2/9‐Endo‐Glo1‐treated  DM 
normalized to ‐actin. Values are mean ± S.E.M from n = 5 rats per group. (D) shows a representative 
autoradiogram for phosphorylated and non‐phosphorylated p65 in left ventricular lysates from the 



































































two decades,  they  are  still  >3  times  higher  than  that  of  the  general  population  [45]. These data 
emphasize the continuing need to better understand the molecular mechanisms that contribute to DC 
to identify novel strategies to attenuate them. 
The principal  finding of  the present study was  that expressing Glo1  in  the hearts of rats one 
week  after  the  onset  of  T1DM  using  adeno‐associated  virus  driven  by  the  promoter  of  the 
inflammation‐regulated protein,  endothelin‐1, blunted  the DC  that develops after  eight weeks of 
T1DM.  This  conclusion  was  based  on  several  new  observations.  First,  using  in  vivo 
echocardiography, we showed that expressing Glo1 in the hearts of rats one week after the onset of 
T1DM attenuated the diastolic and systolic dysfunctions that developed after eight weeks of chronic 
T1DM.  Second, using  video  edge  and  live‐cell  confocal  imaging, we  showed  that  administering 





cycling  and mitochondrial proteins,  and  reductions  in  activities of  ‐glutamylcysteine  ligase  and 
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Since Glo1 degrades the hemiacetal formed between MG and GSH (i.e., MG‐GSH) [20], these 
data implicate, not only accumulation of MG, but also a reduction in GSH as key contributors of DC. 
GSH  is  synthesized  by  two ATP‐dependent  sequential  reactions,  ligation  of  L‐glutamate  and  L‐









pool  [48]. Thus, expressing Glo1  is  likely  to preserve  the GSH  level via multiple mechanisms. By 







reduced  inside myocytes,  the  rate  of  formation  and  the  amount  of MG‐GSH  hemiacetal will  be 
attenuated. The accumulated MG will instead react with susceptible basic amino acid residues on 








We  also  showed  that  expressing  Glo1  in  the  hearts  of  rats  shortly  after  injection  of  STZ, 
attenuated coronary microvascular leakage, impairment in vascular permeability, and fibrosis. When 
Glo1 protein is reduced as is the case in T1DM hearts, elevation in MG (either within the coronary 
circulation  or  diffusion  from  juxtaposed  cells)  can  impair  nitric  oxide‐mediated  vasodilation  of 

















microvascular  leakage,  ischemia,  inflammation,  fibrosis,  and  post‐translational  modification  of 
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